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 摘 要 胶束电动色谱（MEKC）作为一种兼具色谱和电泳分离机理的方法，既具有准固定相与分析物间的相互作
用，又可以利用带电分子在电场中迁移行为的差异进行分离。MEKC 的这些特点在蛋白质和多肽这类具有高维度数
的生物分子的分离中得到了很好的体现。无论是单维分离还是多维分离，MEKC 都显现出在生物大分子分离方面良
好的应用前景。近年来，随着 CE-MS 的不断发展，出现了很多新的 MEKC-MS 联用技术，进一步显示了 MEKC 在
蛋白质与多肽分离分析中的应用前景。本文首先对胶束电动色谱技术进行了简介，综述了近年来胶束电动色谱技术
在蛋白质分离分析中的研究应用进展，并对其发展前景进行了展望。 
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2. 1 表面活性剂的影响与调控 
 选择不同的缓冲溶液中表面活性剂和添加剂，是调控 MEKC 对蛋白质分离效果的 直接方法。表面活性
剂在缓冲液中形成胶束，充当了准固定相的角色，对样品提供色谱保留性。作为 常用的表面活性剂，十二
烷基硫酸钠（SDS）在 MEKC 蛋白质分离中应用广泛。SDS 由疏水的长烷基链和亲水的硫酸根组成。当大分
子量蛋白质加入缓冲液中时，大量的 SDS 分子会嵌入或吸附在变性的蛋白质分子上[5]，色谱保留主要通过蛋
白质表面与胶束之间产生的相互作用实现。Lamb 等[6]利用 MEKC 对一系列糖蛋白疫苗及其载体蛋白进行分
离，发现提高硼酸盐浓度有助于实现基线分离，而 SDS 浓度由 25 mmol/L 提高到 50 mmol/L 对白喉类毒素（Dt）
和脑膜炎球菌多糖 A 型-白喉类毒素配合物（MnA-Dt）的分离效果并没有明显提高。这一研究将 MEKC 直接
用于临床样品检验，符合临床检测快速、低消耗的特点和要求。与大分子蛋白质不同，肽类分子由于体积小，
一般可以自由进出胶束内部而表现出不同的色谱保留性。MEKC 在分离小分子多肽时常会表现出非常好的分
离效果。脑啡肽是一种小分子神经递质，一般由五个氨基酸残基组成。Huang 等[7]基于高灵敏 LIF 检测，通
过 MEKC 分离八种脑啡肽类多肽，考察了不同 SDS 浓度下各物质的基线分离情况以及不同缓冲液 pH 条件下
各种肽类似物的出峰时间变化。Wu 等[8]用 MEKC 分离了氨基酸种类、数量相同，但序列不同的三肽，在优
化的 pH 条件下实现了这些细小结构差异小肽的基线分离。 
 利用 MEKC 分离蛋白质这类生物大分子时，SDS 通常会嵌入到蛋白质内，由于结合表面活性剂数量不
同会出现同一蛋白的多重峰现象。Cooper 课题组[9]对一个单克隆抗体进行构象分析，发现该单克隆抗体在电
泳图中分裂成多个峰，分析表明是由于嵌入的 SDS 数量不同所导致的，而当 SDS 浓度远大于临界胶束浓度
时，这一现象变得不明显。 
 在以 SDS 为表面活性剂对蛋白质分离的 MEKC 研究中，研究者开发了很多方法技术，如毛细管内壁涂




剂修饰的 MEKC 分离了根据 Fe3+失去数目划分的四种形式的转铁蛋白（图 2）。而由于铁离子取代的是分子
上的 H+，所以并没有改变蛋白质的带电性，这体现了 MEKC 在分离细小差异的蛋白质上具有非常优越的性
能。Kats 等[12]利用 MEKC 监测了单克隆抗体在 pH2~12 条件下的异构体转换，在不同 pH 条件下能够分离出








Fig. 2 Optimization of MEKC of apo-transferrin, holo-transferrin and monoferric forms of transferrin and human 
serum albumin (HSA) using methanol as the organic additive[11] 
 
2. 2 表面活性剂的种类 
 MEKC 中使用的表面活性剂有很多种，如阴离子表面活性剂（如 SDS）、阳离子表面活性剂（如 CTAB）、




强啡肽类多肽的 pI 一般在 10 左右，在常用的缓冲液 pH 下均以正离子形式存在，如选用 SDS 作为表面活性
剂，由于 SDS 是阴离子表面活性剂，离子对现象会非常严重。针对强啡肽及其类似物，Furtos-Matei 等[28]对
多种类型的表面活性剂进行了考察，使用阳离子表面活性剂 CTAB 可以从 13 种物质中获得 12 个色谱峰，其
中两种物质会有共洗脱现象，而使用两性表面活性剂 CHAPS 可以完全分离十三种物质（图 3）。Lupi A 等[29]
在分离几种结构相近的多肽时，戊酸和 SDS 均无法实现基线分离，胆酸钠可以获得 良好的分离效果，而非
离子型表面活性剂 Brij35 能达到 好的分离效果。 
 
图3 两性表面活性剂CHAPS用于13种强啡肽的MEKC分离[28] 
Fig. 3 Separation of 13 dynorphins by MEKC using zwitterionic surfactant CHAPS [28] 
 
单一的表面活性剂达到的分离效果经常不理想，与其它类型的表面活性剂混合后，往往能够获得更好的
分离效果。 Haunschmidt 等 [30]用 SDS 和脱氧胆酸盐混合作为表面活性剂，成功基线分离了单一表面活性剂
所不能很好分离的胰岛素和人工合成胰岛素类似物，并且结果优于 CZE 和 MEKC。不同的混合胶束体系通
常有对应的混合胶束机理。Kang 和 Schepdael 等[31]通过对杆菌肽的分离，研究了 MEKC 中混合胶束机理，
先是选出有 优选择性的两性表面活性剂 PAPS，然后将非离子型表面活性剂 Brij35 加入缓冲液中，解决了
使用单一表面活性剂时的峰拖尾的现象。研究者认为认为，在这一体系中，Brij35 合并到 PAPS 形成的胶束
中形成新的胶束，改变了原胶束的空间结构，Brij35 的聚氧化乙烯链屏蔽了 PAPS 的离子基团，减弱了胶束
与分析物直接的静电作用，同时 Brij35 的加入增加了缓冲液的粘度，延长了迁移时间，增长了分离窗口，提
高了柱效。 
2. 3 其它添加剂 
 环糊精及其衍生物有广泛的选择性，是 MEKC 中 常用的手性拆分试剂。环糊精衍生物的溶解性通常优
于环糊精 [32]。作为一种手性添加剂，环糊精要结合到缓冲液中的胶束中才能发挥手性拆分的作用，多见于
修饰以 SDS 为表面活性剂的 MEKC 中，对具有手性中心的多肽分离效果良好。Donges r 等[33]利用 β-环糊精




MEKC 的电解质盐和表面活性剂应用在 PDMS 芯片上，获得了较好的通道内壁动态涂覆效果，避免了样品吸
附，并且不影响荧光试剂的灵敏度，在分离荧光试剂以及荧光标记的蛋白质中获得了比其它表面活性剂更高
的分辨率。 











图 4 基于MEKC的二维电泳 (A) 基于毛细管的多通道2D-CE接口[40]；(B) 多道二维电泳平台示意图[40]；(C) 
2D-CE(MEKC-CZE)玻璃芯片结构图[35]；(D) 2D-CE(CGE-MEKC)分离蛋白混合物的二维谱图[36] 
Fig. 4 MEKC for 2D separations 
(A) Capillary-based interface of multi-channel two-dimensional-capillary electrophoresis (2D-CE)[40]；(B) schematic 
of Multi-channel 2D electrophoresis platform [40]; (C)Structure of 2D-CE(MEKC-CZE) glass chip[35]; (D) 2D graph 
of CGE-MEKC for protein mixtures[36] 
 











3. 2 基于芯片的二维平台 
Ramsey[35]首次在玻璃芯片上构建 MEKC 分离蛋白质的二维平台，通过控制缓冲液槽的电势与样品槽的
电势，在交叉通道处调控液流的方向，从而实现定向脉冲进样，展示了以芯片为基础的 MEKC 与 CZE 的联
用方式。然而，进入第二维的样品量只占进入第一维样品量的 10%左右，造成了样品分析的不完全。如果在
第一维采用分离速度更慢的模式或保证分离后样品扩散缓慢，第二维依然使用快速分离如 MEKC 等，就可以
在一定程度上减小样品损失。Shadpour 等[36]在 PMMA 芯片上以 SDS-CGE 作为第一维分离；第二维采用很短
的分离通道进行快速 MEKC 分离，获得了超过 1000 的峰容量。在 Shadpour 的方法中，同样是通过流路的方





3. 3 基于毛细管的二维平台 
电泳分离的 成熟载体是毛细管，很多文献报道了以毛细管为分离通道的 MEKC 二维电泳平台的研究。




维度间样品转移导致的区带展宽以及第二维 MEKC 过短的分离时间。Sheng 等[41]开发了一个带有中空纤维膜
的 10 通阀用以联用 MEKC-IEF 分离蛋白质。中空纤维膜的作用是更换第一维缓冲液，10 通阀的使用满足了
维度间非连续进样，因为第二维的等电聚焦有区带聚焦效果，减小了由于第一维的样品扩散导致的峰展宽。





4. 1 MEKC-ESI-MS 联用技术 
 质谱能够提供丰富的分子量信息用于蛋白/多肽鉴定，已成为蛋白/多肽分析中 常用的检测方式，电喷
雾离子源（ESI）具有软电离特性，因此成为液相分离 常用的质谱检测器。组成 MEKC 准固定相的表面活






理，在传统 MEKC 基础上，建立了毛细管部分充满法（PF-）MEKC。在 PF-MEKC 中，毛细管的第一部分
充入含有准固定相的背景电解液，样品主要在这一区域发生分离。其余部分充入不含有准固定相的质谱友好
的背景电解液（如醋酸铵缓冲溶液），供样品分离后进入，在胶束抵达离子源前停止分离，从而避免胶束进










Lamoree 等[53]设计的联用两根毛细管来进行电压切换和缓冲液的更新，在 MEKC 分离后的分析物由 CZE 进






 能够直接联用 MEKC-ESI-MS 的表面活性剂的开发一直是研究的重点。其中，半挥发性的表面活性剂如
全氟辛酸铵，以及聚合物表面活性剂的研究尤其关键。Ishihama 等[47]首次将全氟辛酸作为 MEKC 的表面活性
剂，利用其较强挥发性的特点，与质谱联用，发现在低浓度下仅存在有限的离子化抑制现象。之后，Petersson
等[55]将 PFOA 的浓度提升到 100 mol/L 进行了 MEKC-MS 实验，结果表明，离子化抑制并不严重。鉴于 PFOA
的这个特性，很多研究者进行了 MEKC-MS 联用的工作[23-24]。虽然质谱对 PFOA 有一定的耐受性，并不能完
全适应。Ortner 等[56]以 PFOA 作为表面活性剂，采用 MEKC-MS 对几种胰岛素类似物进行了分离鉴定，发现
PFOA 并不能显著降低离子化抑制效应。Vieira 等[57]通过实验证实了背景电解质中，两倍于 SDS 浓度的全氟
辛酸铵会引起 50%的离子化抑制。虽然半挥发性表面活性剂仍然存在局限性，但仍是生物大分子 MEKC-MS
分析中的重要选择。  
4. 2 MEKC-DESI-MS 与 MEKC-DART-MS 联用技术 
 解吸电喷雾离子源（DESI）可以直接检测未经处理的样品，具有很高的盐耐受性[58]。在 2%质量分数盐
浓度存在下，几百 ng/mL 浓度的分析物也可以被检测到[59]。Myung 等[60]提出了 DESI 对蛋白质等生物大分子
的特殊离子化机理，认为 DESI 是一种比 ESI 更软的离子源。Shin 等[61]发现，随着分子量增加，DESI 的信噪
比降低，其对于分子量一般不超过 17kDa 的整体蛋白具有较好鉴定效果。Zare 课题组[62]用旋转喷雾盘在对前
端 MEKC、CE 的流出物点板的同时，已经点好的样品点会旋转至 DESI 离子源被解吸离子化。然而，DESI
对 MEKC 和 MS 联用以及对蛋白质分析具有一定的局限性。由于解吸离子化的方式导致 DESI 的离子化效率
比较低，并且会存在一定的样品损失，可能出现生物体系中低丰度蛋白无法检测和重现性差等问题。随着常
压离子源的广泛应用，研究者开发了实时直接分析（DART）质谱 [63]。Change 等[64]利用在共轴针尖接口基
础上设计了 DART 的离子化方法，考察了 CE-DART-MS 对难挥发盐和表面活性剂的耐受性，发现 SDS 和硼
酸钠的使用相对于纯水溶液并没有产生离子化抑制。并且，当使用浓度高达 50 mol/L 的 SDS 和 50 mol/L 的
硼酸钠时，离子峰的信号强度也可达到原强度的 75%。在此基础上，该课题组进行了 MEKC-DART-MS 实验，
得到了良好的检测限和重现性。DART 在盐和表面活性剂的耐受性上的优良表现，使其在 MEKC-MS 分离检
测蛋白/多肽方面具有巨大的潜力。 
4. 3 MEKC-APCI-MS 与 MEKC-APPI-MS 联用技术 
，能够与 MEKC 联用的大气压离子源还包括大气压化学电离源（APCI）以及大气压光电离源（APPI）。
Takada 等[65]的实研究证明了 MEKC-APCI-MS 的可行性，显示了 APCI 对高浓度盐和表面活性剂具有优于 ESI
的耐受性。虽然 APCI 与 MEKC 的兼容性好，但对蛋白质的检测灵敏度并不高，这主要是由于 APCI 对蛋白
质这一类极性较强的大分子的离子化效率不佳，这也限制了 APCI在实际生物样品中的应用。Mol等[66]将 APPI
离子源引入 MEKC-MS 中，分离检测了多种中性小分子，显示了 APPI 在盐和表面活性剂存在条件下对弱极
性小分子鉴定的优越性。He 等[67]基于 MEKC-APPI-MS 平台，利用混合分子胶束实现了安息香衍生物的手性
分离与鉴定。虽然 APCI 和 APPI 对蛋白质等大分子的鉴定能力较弱，但作为 MEKC-MS 联用的软离子源，
对于弱极性小分子的分离分析已成为 ESI 的有力补充。 
 
5 总结与展望 
    MEKC 作为一种结合了色谱和电泳优点的分离技术，在蛋白/多肽的分离领域具有极大的潜力。通过对
MEKC 缓冲液组成以及分离介质的设计优化，充分利用 MEKC 与其它分离手段的联用，能够获得优良的分
离结果。通过方法优化，减少或替代进入质谱的表面活性剂，可以在一定程度上解决 MEKC-MS 的联用中的
问题。质谱是蛋白/多肽的分离分析 常用的技术之一，因此，开发新型质谱兼容型表面活性剂、改善 MEKC
分离介质以及开发新型 CE-MS 接口等，是 MEKC 用于蛋白/多肽分离分析领域中，需要重点研究的内容。 
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Research and Application Progress of Micellar Electrokinetic 
Chromatography in Separations of Proteins 
 
GAO Fan, WANG Xiao-Fei, ZHANG Bo* 
(College of Chemistry & Chemical Engineering, Xiamen University, Xiamen 361005, China)  
 
Abstract Micellar electrokinetic chromatography (MEKC) is a hybrid of chromatography and 
electrophoresis. The separation mechanism is based on the interaction of analytes and 
pseudo-stationary phase and also the differential mobility in the electric field. Such property of 
MEKC can be made good use for separations of proteins and peptides, which have high 
dimensionality. In the past years, either in the form of single dimensional or multi-dimensional 
separations, MEKC has dem onstrated its excellent usability in biomolecule separations. Recently, 
as the development in CE-MS was revisited, there are also new developments in MEKC-MS 
hyphenation techniques, which further points to the usefulness of MEKC in analysis of proteins 
and peptides. In this article, the recent advances of MEKC applied in separation and analysis of 
proteins were reviewed and the prospect of this technique was anticipated.  
Keywords Micellar electrokinetic chromatography; Surfactant; Capillary electrophoresis; 
Proteins; Peptides; Mass spectrometry; Review 
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方面良好的应用前景。本文综述了 MEKC 在蛋白质和多肽分离分析中的研究进展，以及 MEKC-MS 联用技术，并对其前
景进行了展望。 
 
 
